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EXPRESSAO SISTEMA PROCARIONTE

O conhecimento do modelo, a facilidade de
manipulacao e o rapido crescimento de E coli tornaram
essa bactéria ideal para a expressao de proteinas
industrializadas, muitas delas ainda realizadas e
atendendo inumeras aplicacoes;

Além de ter possibilitado a obtencao de proteinas
eucariotas simples como hormodnios e fatores de
crescimento;



EXPRESSAO SISTEMA PROCARIONTE

MAS,

1) Existe a possibilidade de contaminantes bacterianos
estarem presentes no produto final mesmo apos etapas
de purificacao;

Esses produtos podem ser téxicos, causar alergias ou
pirogénicos (aumentam a temperatura do corpo ), no
caso de agentes terapeuticos.



EXPRESSAO SISTEMA PROCARIONTE
ALEM DISSO,

2) muitos produtos eucariotos nem sempre sao obtidos
com atividade bioldgica esperada e/ou sao instaveis,

O QUE NORMALMENTE,

~N

decorre do fato das bactérias nao realizarem
modificacoes pos-traducionais como € realizado nas
células eucariotas:



EXPRESSAO SISTEMA PROCARIONTE

 Formacao de pontes dissulfeto entre cisteinas (ineficiente e ocorre
basicamente no periplasma);

 Necessidade de chaperonas especificas para correto folding e
eliminacao de proteinas incorretas;

* Inexisténcia de mecanismos para adicao de grupos extras como acidos
graxo, acetil, fosfato, sulfato em aceptores especificos;

 Correta clivagem de proteinas (proteinas sao sintetizadas como
precursores inativos que necessitam de proteases para clivagem em
sitios especificos gerarem a forma ativa);

 Glicosilacao, que nao tem a diversidade e complexidade de acucares
gue modificam as proteinas eucariotas.



EXPRESSAQ SISTEMA EUCARIONTE

e Para contornar as dificuldades do sistema de expressao
em bactérias, foram buscadas alternativas de expressao
em eucariotos:

 LEVEDURAS;
» CELULAS (INSETOS);

» CELULAS (MAMIFEROS).



EXPRESSAO SISTEMA EUCARIONTE

A expressao de proteina recombinante em eucariotos
possibilita nao sé recuperar as propriedades
normalmente encontradas nas proteinas eucariotas,

MAS TAMBEM,

egerar novas modificacdes pos-traducionais e obter novas

propriedades para proteinas recombinantes,
eventualmente mais eficientes do que as proteinas
originais.



EXPRESSAQ SISTEMA EUCARIONTE
MESMO ASSIM,

e diferentes condicoes de expressao, alteracdes no sistema

celular de expressao e de vetor, e até mesmo mudancas
de um sistema celular para outro,

eeventualmente sao testadas para obter a melhor
qgualidade de proteina recombinante, em primeiro lugar,

OuU,

elevando em conta outras consideracdoes como
rendimento e os custos de producao e purificacao.



EXPRESSAO SISTEMA EUCARIONTE

A CONCLUSAO,

E a de que NAO existe um sistema de express3o universal e efetivo de proteinas...
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EXPRESSAQ SISTEMA EUCARIONTE

* REQUERIMENTOS PARA EXPRESSAO EM SISTEMA EUCARIOTO
e Similares em relacao aos procariotos:

*Vetor com capacidade para se manter em célula eucariota
(origem de replicacao);

 Marcador para selecao eucarioto;

* Promotor, término de transcricao eucarioto;

 Sinal para poliadenilacao;

* Multiplos sitios de clonagem;

e Sitios para inicio/ término de traducao para proteinas de fusao.



EXPRESSAQ SISTEMA EUCARIONTE

* CARACTERISTICAS GERAIS DE UM VETOR PARA
EXPRESSAO EM SISTEMA EUCARIOTO




EXPRESSAQ SISTEMA EUCARIONTE

* REQUERIMENTOS PARA EXPRESSAO EUCARIOTO

e SHUTTLE VECTORS: Vetores com capacidade de transitar em células
procariotas e eucariotas (origem de replicacdo e marcador de
resisténcia para ser capaz de replicar e ser selecionado em células
bacterianas e eucariotas).




EXPRESSAQ SISTEMA EUCARIONTE

REQUERIMENTOS PARA EXPRESSAO EUCARIOTO
|NTEGRACAO: O vetor plasmidial tb pode ser

confeccionado sem origem de replicacao eucariota;

Mas com sequéncias no vetor, homologas a sequéncias

do genoma hospedeiro, para possibilitar a integracao no

Restriction
genoma; I endonuclease I
Essas sequéncias (Al e A2), sao extremidades de um ey - B
gene (ou de outra regiao do genoma), nao essencial que rsfimesion

é trocado pela construcao;

Ao lado das sequéncias, estao sitios de restricao (RE)
para linearizar a construcao e favorecer a recombinacao

’ . \/ \/
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Marcadores de selecao em levedura comumente iRmbmn
utilizados sao enzimas da via metabdlica de aas como
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LEU2, de linhagens auxotroficas.



EXPRESSAQ SISTEMA EUCARIONTE

* REQUERIMENTOS PARA EXPRESSAO EUCARIOTO

e VETORES utilizados para expressio em célula eucariota: Além dos
plasmideos, virus hospedeiro-especificos ou cromossomos artificiais.

e CROMOSSOMO ARTIFICIAL DE LEVEDURA (YAC)
e |nsertos de até 100 kb; K o

e Vetor possui sequéncias teloméricas (T), /

BamHI Ba mHI

centroméricas (CEN) e de origem de replicacao -

(ARS) conferindo caracteristicas de cromossomo a l ll l
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sao enzimas da via biosintética de aas, de Y M
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Insert DNA™



EXPRESSAQ SISTEMA EUCARIONTE

* REQUERIMENTOS PARA EXPRESSAO EUCARIOTO

e« TRANSFORMACAO/ TRANSFECCAOQ: O termo transformac3o (introducio da

construcao molecular na célula) é usado para levedura, mas, transfeccao para
sistemas celulares eucariotos (insetos, mamiferos).

e Método de transformacdo/ transfeccdo: eletroporacao, tratamentos com sais

para desestabilizar membrana;

e Complexos DNA-lipideos, complexos
DNA- proteinas, bombardeamento
de particulas também podem ser
utilizados para transfeccao.
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EXPRESSAO EM LEVEDURA

* VETOR PLASMIDIAL:

* Plasmideos de ocorréncia natural como o 2um
(2 micra, originalmente mantidos em 30 copias P
na célula); 'l N

-
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e Ja estabelecidos como vetores shuttle; S

e Também podem ser utilizados para integrar a
construcao molecular no cromossomo da
levedura;

e Secreta poucas proteinas, entao, o produto
pode ser direcionado para a secrecao (por
exemplo, com sinal dos fatores de
acasalamento).
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EXPRESSAO EM LEVEDURA

* VANTAGENS:

e Usado como organismo modelo em biologia ha muito tempo- bioquimica e
genética conhecidas, genoma sequenciado desde 1996;

* Protocolos de biologia molecular e de producao em grande escala disponiveis
para a espécie;

e Organismo aceito e considerado seguro- ja muito utilizado na producao de
agentes terapéuticos;

* Cresce facilmente em pequena escala e em biorreatores com meios de
crescimento de baixo custo;

e Capazes de produzir grande quantidade de proteinas recombinantes, e realizar
muitas das modificacdes pos-traducionais de proteinas eucariotas.



EXPRESSAO EM LEVEDURA
* DESVANTAGENS:

- Podem nao expressar em grandes quantidades;
- Plasmideos perdidos durante crescimento nos biorreatores;

- Proteinas direcionadas para secrecao podem ficar retidas entre membrana e
parede celular;

- Glicosilacao apenas para proteinas secretadas e geralmente excessivas.

OUTRAS LEVEDURAS E FUNGOS ESTAO SENDO
UTILIZADOS COMO FORMAS ALTERNATIVAS



Pichi pastoris

- Fungo que usa metanol como fonte de energia e ndo carbono;

- Insere menos modificacdes nos acucares (manose) do que a levedura;
- Modificada para “humanizar sua glicosilacdes”.

3" AOX1

Vetor para integracao no genoma e
expressao da proteina recombinante;
Nesse caso um vetor com promotor
forte do metabolismo do metanol.




SISTEMA de EXPRESSAO em CELS INSETOS

e\arias culturas de células disponiveis (cultura ex vivo)

Schneider cells,
Drosophila melanogaster Autographa californica



SISTEMA de EXPRESSAO em CELS INSETOS

* VETOR

e Familia dos baculovirus;
e Infectam especificamente artropodes, principalmente insetos;
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SISTEMA de EXPRESSAO em CELS INSETOS

* VETOR

e A poliedrina é sintetizada nos estagios finais da infeccao, por varios dias,
e em grande quantidade;

e As particulas virais sao embebidas com a matriz de poliedrina, formando
poliédrons;

* Que sao liberados no meio apos a morte do hospedeiro;

* O gene da poliedrina foi direcionado para a expressao de proteinas
recombinantes porque;

* A poliedrina nao é uma proteina necessaria para a producao viral,
podendo ser substituida;

e E seu promotor chega a gerar 25% do total de RNAmM produzido por um
célula infectada.



SISTEMA de EXPRESSAO em CELS INSETOS

* VETOR: MNPV (virus poliedrose nuclear ¥ o . e B
multipla) N TR e
T ar———
baculovirus 0 T 2
e Uma possibilidade é construir um vetor q '_mp;lyheﬁrin o T
bacteriano com sequéncias do gene da i s
poliedrina (contendo seu promotor e S =
terminador e sequéncia adjacentes para
recombinacao) substituindo o cDNA
original por um MSC,; P = s — -
BACULOVIRUS
o </




SISTEMA de EXPRESSAO em CELS INSETOS
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SISTEMA de EXPRESSAO em CELS INSETOS

 VETOR: MNPV (virus poliedrose nuclear multipla);

e OQutra possibilidade é a utilizacao de um baculovideo: um
plasmideo (shuttle) para ser utilizado em bactéria e transfectar as
células de insetos.

e Y = e

. Baculovirus DNA .
- 7 i \.\\l : 3
4
DNA of bacterial origin |3
£ A replaces polyhedrin gene £
1\_ h ’__..ﬁ-.___\ dﬂ_,r"‘ .f-l'r
*1__‘1 P T - i il ‘J__,f
Bacterial origin Multiple Antibiotic
of replication cloning  resistance

site



SISTEMA de EXPRESSAO em CELS INSETOS

e Vantagem em relacao aos fungos e leveduras: modificacoes poOs-
traducionais mais proximas das realizadas em células de mamiferos;

e Vantagens em relacao a cultura de células de mamiferos: mais
resistentes e crescidas em meios mais simples;

e Células de mamiferos mais delicadas e meios mais complexos (e
caros);

e Varias centenas de proteinas eucariotas ja foram obtidas com sucesso
utilizando sistema de células de insetos e vetor baculovirus;

* Por exemplo, a vacina contra papilomavirus humano.



SISTEMA EXPRESSAO em CELS MAMIFEROS

* O sistema de expressao em células de mamiferos oferece como grande
vantagem as condicoes necessarias para realizar modificacdes pos-
traducionais, principalmente de glicosilacdes, que muitas vezes nao
podem ser realizadas em outros sistemas;

* Proteinas recombinantes sao secretadas e sao proteinas majoritarias
no meio de cultura, facilitando a purificacao e diminuindo os custos de
producao;

* Grande desvantagem sao as condicoes especiais de cultura (37°C, em
presenca de CO2 e soro), mais complexas e onerosas;

* E algumas vezes, baixo rendimento do sistema baseado na integracao
de copias no genoma.



SISTEMA EXPRESSAO em CELS MAMIFEROS

e O ativador de plasminogénio de tecido humano (Activase tPA) utilizado
no tratamento de trombose foi o primeiro biofarmaco obtido a partir
de células de mamiferos a ser aprovado em 1986;

 Aproximadamente metade de todos produtos terapéuticos humanos
sao atualmente produzidos em culturas de células de mamiferos;

 As células CHO (ovario de hamster chinés) foram utilizadas para
produzir Activase tPA e talvez ainda seja o tipo celular mais utilizado;



SISTEMA EXPRESSAO em CELS MAMIFEROS

e S30 capazes de crescer em suspensao nha auséncia de soro e sao
facilmente transfectadas e utilizadas para expressao de vetor
plasmidial nao integrado ou para integracao no genoma.

e As células CHO fazem modificacbes de glicosilacao tipicamente
humanas;

e Apresentam altos niveis de expressao proteica e um historico bem
estabelecido de seguranca e aprovacao regulatoria.



SISTEMA EXPRESSAO em CELS MAMIFEROS

e \Varias outras células isoladas a partir de humanos, macacos e
camundongos dentre outros tb sao utilizadas;

e Como HEK 293 (rim de embriao humano), BHK (rim de feto de
hamster);

* Dois procedimentos principais sao utilizados na producao de proteinas
recombinantes:

* Produgao estavel de proteina, que depende da integragao no genoma;
* Producao instavel, que nao necessita integracao.



SISTEMA EXPRESSAO em CELS MAMIFEROS

* PRODUCAO ESTAVEL

* Producao de proteina em grande quantidade com a integracao da
construcao génica no genoma e a possibilidade de selecionar e manter
clones produtores;

 Em geral, realizado com células em suspensao;
* Pode ser selecionada de diferentes formas;
* O enderecamento pode ser realizado com plasmideos;

* Que & um vetor mais facil de construir e manipular, além de ser mais
barato e seguro em relacao aos virus;

* Mas tem como desvantagem o tamanho da construcao (em relacao aos
virus).



SISTEMA EXPRESSAO em CELS MAMIFEROS

* PRODUCAO INSTAVEL

* Producao de proteina transiente (1 -14 dias), porque a construcao
nao é selecionada e nem integrada no genoma.

Em geral realizada por construcao plasmidial que pode ser
transfectada de forma eficiente e simples por diferentes métodos de
transfeccao de DNA;

e A cultura é crescida em suspensao celular;
* Tem como limitacao a producao em pequena escala;

* Método relativamente simples e menos oneroso que pode ter suas
aplicacoes (como ensaios pré-clinicos).



SISTEMA EXPRESSAO em CELS MAMIFEROS

* VETOR VIRAL

* Vetores usualmente utilizados sdo baseados em virus (retrovirus) que infectam
células de mamiferos;

e O SV40 é muito utilizado;

* S3o removidos genes da infecgao precoce e tardia, mas deixado promotor tardio
utilizado para o virus produzir proteinas do capsideo;

* A desvantagem do SV40 e o tamanho do inserto que tem que ser pequeno pela
restricao de tamanho no empacotamento;

* Outros virus como adenomavirus e papilomavirus comportam tamanhos
maiores nos seus capsideos;

e S30 utilizados como carreOFaglores de construgbes para serem integradas no
genoma, gerando uma condicao estavel.

* Ou possibilitam a transfeccdo e expressao transiente, por exemplo, usando
baculovirus;



SISTEMA EXPRESSAO em CELS MAMIFEROS

* VETOR PLASMIDIAL

e Vetores plasmidiais shuttle precisam
conter origem de replicacao e selecao para
bactéria;

e Origem para replicacao em
eucariotas e promotores fortes;

e Em geral de virus, como do SV40 (virus
simio 40);

e Ou de genes eucariotos expressos em
grande quantidade (somatotropina, actina
e metalotioneina);

e MSC ap6s o promotor.
e Além disso...
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SISTEMA EXPRESSAO em CELS MAMIFEROS

* VETOR

e Sequéncia de término de transcricao incluindo sitio de poliadenilacao 3’;
* A presenca de um intron tb intensifica a expressao da proteina recombinante;
e Sequéncias a 5 do cDNA que aumentem a eficiéncia de traducao (sequéncia

Kozak);

* Que pode ser seguida de um tag para secre¢do; de purificagdo; e de clivagem da

fusao;

e Sitio ATG em fase no

MCS e cdodon
terminacao.

de

Gene of interest SC 3 UTR

gene
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SISTEMA EXPRESSAO em CELS MAMIFEROS

* PERDA DA EXPRESSAO

* A expressao na forma de plasmideo é transiente e inevitavelmente
resulta na sua perda;

* A integracao também é suscetivel a baixa expressao ou sua diminuicao
com o tempo, pelo efeito do silenciamento génico.

* O silenciamento génico decorre de integracdes proximas a regioes de
heterocromatina.



SISTEMA EXPRESSAO em CELS MAMIFEROS

* INTEGRACAO

e Algumas estratégias podem ser utilizadas para a manutencao de eucromatina
ativa;

e Geracao de linhagens que expressem proteinas que controlam a compactacao da
cromatina;

 Por exemplo, de histona acetiltransferase, que cria condicdoes mais permissivas
para a expressao;

* Ou de elementos que inibam o espalhamento da heterocromatina;

* Que podem estar na mesma construcao do gene de interesse ou ser integrado
separadamente proximo a este.



SISTEMA EXPRESSAO em CELS MAMIFEROS

e SELECAO

e Alguns antibidticos podem ser utilizados para a selecao de células eucariotas
como a geneticina (G-418), que blogueia sintese proteica;

* Nesse caso, utiliza-se marcador neoR que inativa o antibiotico;

e Linhagens de CHO defectivas na expressao de dihidrofolato redutase (DHFR), da
via de sintese do acido folico;

e S30 mantidas em meio suplementado com glicina, hipoxantina e timidina;

e Mas podem ser complementadas com plasmideo da construcao do gene de
interesse expressando a enzima DHFR funcional sob controle de um promotor
fraco;

e Apenas varias copias integradas possibilitam a viabilidade e selecao.



SISTEMA EXPRESSAO em CELS MAMIFEROS

e SELECAO

e O gene da glutamato sintetase (gs), também é usado para selecao em
linhas celulares que contenham sua GS endogena baixa, em linhagem
celular NSO (de mieloma de camundongo), por exemplo;

* ApOs transfeccao com o gene gs e o gene recombinante, as células sao
mantidas em meio sem glutamato.

* Apos selecao utilizando DHFR ou GS, a expressao do gene recombinante
pode ser significativamente aumentada pela exposicao das células a drogas
gue bloqueiam a atividade das enzimas marcadoras de selecao;

* Metotrexato (MTX) e metionina sulfoximina (MSX) inibem respectivamente
DHFR e GS;



SISTEMA EXPRESSAO em CELS MAMIFEROS

e SELECAO

* A maioria das células morre apds 2—-3 semanas de exposicao ao MTX,
enquanto algumas sobrevivem devido a um nivel suficientemente alto de
DHFR;

* Um mecanismo de amplificacao génica possibilita de centenas até poucos
milhares de copias estejam presentes;

* Produzindo grande quantidade da proteina recombinante, um problema do
sistema de expressao celular baseado na integracao genomica;

e Por outro lado, o numero de cdpias pode gerar instabilidade cromossdmica
por recombinacao.



SISTEMA EXPRESSAO em CELS MAMIFEROS

* RENDIMENTO

e O aumento da producao de proteina recombinante em células de mamiferos
necessita contornar os efeitos gerados pelo consumo de nutrientes e o aumento
de produtos toxicos gerados ao longo do tempo em biorreatores;

* Por exemplo, com a diminuicao das concentracdes de oxigénio no meio, algumas
células desviam a conversao da glicose para piruvato e passam a gerar lactato,
gue é secretado e acidifica o meio;

 Para contornar, expressar piruvato carboxilase em maiores concentracoes;

O acumulo de produtos toxicos geram condicdoes de estresse e muitas vezes as
células respondem com apoptose;

e Uma forma de contornar esse problema, € inibir e degradar a p53 proteina chave
no processo que direciona para apoptose.
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